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5 

Adjuvant pour composition vaccinate 

10 

La presente invention est relative au domaine des compositions vaccinales. Plus 
particulierement, Invention concerne de nouveaux adjuvants utilises pour augmenter 
Vimmunogenicite de compositions vaccinales. 

15 II existe une grande quantite d'antigSnes qui, injectes chez Tanimal, vont provoquer 

une fabrication d'anticorps qui leur sont specifiques. Un des principes de la vaccination 
est de stimuler la fabrication d'anticorps par Forganisme d'un homme ou d'un animal, en 
lui administrant des antigenes choisis. Les anticorps ainsi fabriques permettront, ensuite, 
a l'organisme de se defendre contre une infection ulterieure. Cependant, certains 

20 antigenes n'entrainent pas de stimulation suffisante du systeme immunitaire lorsqu'ils sont 
administres seuls. II est done necessaire de leur adjoindre un adjuvant qui va permettre 
d'augmenter la reponse immunitaire de Torganisme afin d'obtenir une quantite d'anticorps 
suffisante pour etre protectrice. 

25 Parmi les adjuvants connus, on peut citer l'hydroxyde d'aluminium et le phosphate 

d'aluminium qui sont utilises habituellement dans les vaccins humains. Cependant, ces 
composes ne possedent pas de propriete adjuvante vis-a-vis de tous les antigenes. lis ne 
permettent notamment pas d'augmenter 1'immunogenicite du vaccin contre la grippe. 

30 II est done necessaire de pouvoir disposer d'adjuvants qui permettent d'augmenter 

rimmunogenicite des antigenes administres dans une composition vaccinale, sans aucun 
risque de toxicite. 

Pour atteindre ce but, linvention propose un compose amphipathique comprenant 
35 un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire, pour son 
utilisation comme adjuvant dans l'administration d'une composition vaccinale. 

L'invention a egalement pour objet une composition vaccinale comprenant au 
moins un antigene, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un compose 
40 amphipathique possedant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement 
polaire. 
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5 L'invention a egalement pour objet Tutilisation d'un compose amphipathique 

comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire pour 
la fabrication d'une composition vaccinale. 

L'invention a encore pour objet un produit contenant au moins un antigene et un 
10 compose amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement polaire, comme produit de combinaison pour une utilisation simultanee, 
separee ou etalee dans le temps en vaccination. 

Un autre objet de l'invention est une methode d'induction d'une reponse 
15 immunitaire chez un mammiftre, consistant a administrer au mammifere au moins un 
antigene, caracterisee en ce qu'elle consiste a administrer en outre au moins un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement polaire. 

20 Au sens de la presente invention, le terme amphipathique designe un compose qui 

possede a la fois une portion hydrophobe et une portion hydrophile. 

Parmi les derives de sterol pouvant conduire aux composes selon l'invention, on 
peut citer le cholesterol, le phytosterol, Tergosterol. Les derives de cholesterol 
25 conviennent particulierement bien. 

Le groupement polaire des composes amphipathiques selon l'invention peut etre 
constitue par un groupement anionique, un groupement cationique ou un groupement 
saccharidique. Un groupement cationique tel qu'un ammonium quatemaire ou une amine 
30 protonable est particulierement adapte. 

Le groupement lipophile est relie au groupement polaire grace a une liaison ester, 
ether, amide ou carbamoyle parmi lesquelles les liaisons ester, amide et carbamoyle 
presentent l'avantage d'etre hydrolysables dans la cellule. 

35 

La liaison entre les 2 groupements est realisee de preference par rintermediaire d'un 
bras espaceur constitue par une chaine alkylique lineaire ramifiee ou non comprenant de 
1 a 20 atomes de Carbone. 

40 Parmi les composes convenant aux fins de l'invention, on peut citer : 

-l'iodure de cholesteryl-BP-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 
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5 - la cholesteryl-3 P-carboxyamidoethylenarnine, 

- I'iodure de choIesteryI-3P-oxysuccinamidoethylenetrinidthyIammoniuni, 

- le 3P-tN-(>r,N , -dimethy]aminoithane)-carbarnoyl]-cholestero!, 

10 

- le 3p-[N-(poly6thylenamine)-carbamoyl]-cholesteroL 

parmi lesquels le 3 ^-[N-fK^-dimethylaminoethaneVcarbamoyll-cholesterol est 
particulierement avantageux. 

15 

Les composes amphipathiques selon I'invention peuvent etre obtenus par 
condensation entre un derive de sterol et un compose a groupement polaire, selon une 
des methodes decrites dans "Advanced Organic Chemistry" Part B : Reactions and 
Synthesis (F.A. Carey and RJ. Sundberg - Plenum Publishing Corp.). Plus 
20 particulerement, on peut realiser certains des composes selon I'invention selon les 
methodes decrites dans le brevet US 5 283 185. 

Les composes amphipathiques obtenus en solution alcoolique peuvent, ensuite, 
etre disperses dans de l'eau ou dans un tampon aqueux et conduire a une suspension de 

25 micelles ou de liposomes. Avantageusement, les composes amphipathiques de I'invention 
sont associes a un lipide neutre tel qu'un phospholipide, par exemple la dioleoyl 
phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC). Cette 
association conduit les composes amphipathiques selon I'invention a s'organiser sous 
forme de liposomes plutot que de micelles lors de la phase de dispersion dans un 

30 environnement aqueux. La proportion molaire de lipide neutre associe aux composes 
amphipathiques est, de preference, superieure a 20 %. 

Les produits obtenus selon I'invention n'ont conduit a aucune reaction de toxicite 
aigue lors de leur inoculation a des souris. 

35 

L'antigene utilise pour induire une reponse immunitaire protectrice est constitue 
par n'importe quel antigene utilise habituellement dans une composition vaccinale, que ce 
soit seul ou en combinaison avec un autre antigene. De fason particuliere, les composes 
amphipathiques selon I'invention se revelent de bons immuno-adjuvants lorsqu'ils sont 
40 associes au vaccin contre le virus de la grippe qui comprend notamment : la proteine HA 
qui est une hemagglutinine situee a la surface de 1'enveloppe du virus Influenza, la 
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5 proteine NP qui est une nucleoproteine de capside li6e a I'ARN viral et une proteine M 
ou M matrice H proteique de I'enveloppe, 

L'association entre I'antigene dont on veut accroTtre Pimmunogenicite et la 
suspension miceliaire ou liposomale de composes amphipathiques est realisee 
10 spontanement par interaction hydrophobe et electrostatique lors du melange des 
constituants. 

Les compositions vaccinales obtenues presentent une bonne stabilite. Cependant, la 
suspension liposomale semble preferable a la suspension miceliaire. 



15 



En outre, la suspension liposomale est sterilisable par filtration et lyophilisable. 



U est evident qu'il est possible d'ajouter aux compositions vaccinales obtenues des 
elements utilises classiquement dans les vaccins, tels que de 1'eau, du serum 
20 physioiogique ou une substance tampon. 

L'adminisiration des compositions vaccinales obtenues selon l'invention peut etre 
effectuee par toutes les voies habituellement utilisees pour l'ad ministration de vaccins et, 
notamment, par voie sous-cutanee. 

25 

II est possible d'administrer, de fa^on separee, la composition comprenant 
I'antigene et la composition contenant les composes amphipathiques selon l'invention ; 
cependant, l'administration d'une composition liposomale de composes amphipatiques 
selon Tinvention associes a I'antigene permet non seulement d'augmenter la reponse 
30 immunitaire de type humorale, mais aussi d'induire des lymphocytes T cytotoxiques 
speciftques. 



L'invention sera mieux comprise a la lecture des exemples non Hmitatifs qui 
suivent, en reference aux figures. 

35 

La figure 1 illustre le schema de reaction de la fabrication du DC chol. Les figures 
2 a 6 illustrent les resultats des tests d'induction des lymphocytes T cytotoxiques pour 
chaque groupe de souris mentionne a l'exemple 8. 



40 



-5- 



5 Exemple 1 : synthese de SB^N-ff^N'-dim&hYlaminoethaneVcarbamovri- 
cholesterol (DC chol) 23 mg 

Le DC chol est synthetise par reaction de cholesteryl chloroformate et de N,N- 
dimethylethylenediamine selon le schema de la figure 1, ainsi que cela est decrit dans 
10 1'article de X. Gao et L. Huang (BBRC 179 (1) : 280-285). 

Une solution de cholesteryl chloroformate (2,25 g, 5 mmol dans 5 ml de 
chloroforme sec) est ajoutee goutte a goutte a une solution en exces de N,N- 
dimethylethylenediamine (2 ml, 18.2 mmol dans 3 ml de chloroforme sec) a 0°C. Apres 
15 extraction du solvant par evaporation, le residu est purifie par 2 recristallisations 
successives dans de I'ethanol absolu a 4°C et s6che sous vide. On obtient alors 0,545 g de 
DC chol sous forme de poudre blanche. La structure du compose a ete verifiee par RMN 
et spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sont conformes aux donnees pubiiees 
dans 1'article cite ci-dessus. 

20 

Exemple 2 : preparation d'une composition vaccinate contre le virus de la grippe, h 
partir d'une suspension micellaire de DC chol 2,3 mg 

30 mg de DC chol obtenu selon l'exemple 1 sont dissous dans 100 |il d'ethanol. 
25 75 \l\ de la solution ainsi obtenue sont injectes par l'intermediaire d'une seringue 
Hamilton dans 3 ml d'eau maintenue sous agitation a 45°C, Apres 5 minutes d'agitation 
supplemental a 45°C, la suspension micellaire obtenue est melangee a 200 \x\ du vaccin 
monovalent contre le virus de la grippe (souche A Singapour) comprenant notamment 
comme antigenes ; i'hemagglutinine HA, la nucleoproteine NP et la proteine M. 

30 

Le melange obtenu est fractionne en doses vaccinales de 0,3 ml. Chaque dose 
comprend 5^g de HA et 2,3 mg de DC chol. 

Exemple 3 : Preparation d'une composition vaccinate contre le virus de la grippe, a 
35 partir d'une suspension micellaire de DC chol 0,45 mg 

On procede comme dans l'exemple 2 en partant de 6 mg de DC chol obtenu selon 
l'exemple 1. 



40 
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5 Exemple 4 : Preparation d'une suspension de liposomes comtitues par du DC chol 
associe a du dioleovl phosphatidvlethanolamine (DOPE) 

On melange 18 mg de dioleoyl phosphatidyethanolamine (DOPE) et 4,5 mg de 
DC chol obtenu selon 1'exemple 1, que Ton met en solution dans 3 ml de chloroforme. 

10 

Le chloroforme est evapore sous vide pour constituer un film lipidique qui est 
soumis a dessication sous vide, puis remis en suspension dans 3 ml d'eau. 

Apres hydratation pendant 24 heures a 4°C, la dispersion est soumise a sonication 
15 pendant 5 a 10 minutes dans un bain a ultra-sons (Laboratory Supplies - Hicksville - 
N.Y.) pour former des liposomes. 

Cette suspension est stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

20 Exemnle 5 : Preparation d'une suspension de liposomes consitues p ar du DC chol 
associe & du dioleovl phosphatidylcholine (POPQ 

On procede comme dans 1'exemple 4 en remplafant les 18 mg de DOPE par 18 mg 
de dioleoylphosphatidylcholine (DOPE); 

25 

On obtient une suspension liposomale stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

Exemnle 6 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale PC chol/DOPE 

30 

3 ml d'une suspension liposomale obtenue selon 1'exemple 4 sont melanges a 0,2 ml 
du vaccin grippe monovalent de la souche A/ Singapour contenant l'equivalent de 50 \xg 
de l'antigene constitue par l'hemagglutinine HA. 

35 Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinates de 0,3 ml, 

comportant chacune 5 jig de HA et 0,45 mg de DC chol. 

Exemple 7 : Preparation d'une composition vaccinale contre le vi rus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale PC chol/POPC 

40 

3 ml d'une suspension liposomale obtenue selon 1'exemple 5 sont melanges a 0,2 ml 
du vaccin grippe monovalent de la souche A/ Singapour. 



-7- 



5 Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinales de 0,3 ml 

comportant chacune 5 |ig de HA et 0,45 mg deDC chol. 

Exemple 8 : Immunisation 

10 On immunise 5 groupes de 4 souris Balb/c par 3 injections sous-cutanees 

effectuees a JO, J21 et J36 avec les compositions vaccinales suivantes : 

Groupe A : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche AJ Singapour dilue a 5 jag 
de HA dans 0,3 ml de PBS, 

15 

Groupe B ; 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 2, 
Groupe C : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 3, 
20 Groupe D : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 6, 



25 



Groupe E : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon l'exemple 7. 

Exemp1^9 : Dosage en anticorns anti-HA 

Afin d'effectuer les dosages en anticorps neutralisants, on preleve les serums de 
souris a J21, J36 et J51 et on effectue le titrage en anticorps anti-HA grace a la 
technique d'inhibition de l'hemagglutination induite par le vims de la grippe. 



30 



35 
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Le tableau I ci-dessous illustre les resuttats obtenus pour chaque groupe de souris 
apres une injection et le tableau 2 les resultats apres 2 injections. 

Tableau 1 



moytnnt log(2) 
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Tableau 2 



mpytnn* log(2) 



10 



15 



DC.ChoKMS 



DC-ChoG.3 



DCOholDOK! 



DC-ChdDOPE 



vaccin 




Les litres d'anticorps neutralisants dans les serums des souris sont presentes en 
20 log2 de la dilution la plus forte induisant l'inhibition de I'hemagglutination. 

Ces resultats montrent clairement le role d'adjuvant joue par le DC chol. En effet, 
le taux d'anticorps anti-HA est nettement plus eleve pour les lots de souris ayant re?u du 
DC chol comparativement aux souris ayant re$u le vaccin sans adjuvant (Groupe A). 

II est important de noter que les taux d'anticorps neutralisants dans les groupes B, 
C, D et E sont superieurs au taux d'anticorps neutralisants dans le groupe A meme apres 
une injection unique des differentes compositions vaccinates. Ces titres augmentent 
encore legerement et se stabilisent apres la deuxieme injection. Les resultats obtenus 
30 apres la 3eme injection sont sensiblement egaux a ceux de la 2eme injection (non 
representes). 
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Des essais realises avec un vaccin grippe trivalent comprenant la souche A Texas, 
la souche B Panama et la souche A Beijing ont egalement demontre le pouvoir adjuvant 
35 du DC chol. 



Exemple 10 : Mise en evidence de Tinduction de cellules T c vtotoxiques 



On preleve a J51 les cellules spleniques des souris de chacun des groupes 
40 mentionnes a Texemple 7. 
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5 Ces cellules effectrices sont restimulees in vitro en presence de cellules stimulantes 

syngeniques infectees par le virus de la souche Af Singapore correspondant au vacctn 
teste. La fonction cytotoxique specifique de ces cellules stimulees est mise en evidence 
en utilisant comme cellules cibles la lignee de mastocytomes P815 sensibilises par 
incubation avec un peptide epitope CTL de 1'hemagglutinine du virus (reponse sp&ifique 
10 contre la HA) ou avec un peptide epitope CTL de la nucleoproteine du virus (reponse 
specifique contre la NP). La lyse non specifique (bruit de fond) est mesuree sur des 
cellules P815 non sensibilisees ou sensibilisees avec un peptide epitope CTL du virus 
HIV (V3MN). 

15 La lyse des cellules cibles est mesuree par une technique radioactive basee sur le 

chargement des cellules cibles en CR-51 et sur le relargage de ce radioelement lors de la 
lyse cellulaire. 

Les resultats presentes sur les figures 2 a 6 qui illustrent le pourcentage de 
20 cytotoxicity en fonction du rapport cellules effectrices sur cellules cibles pour chacun des 
groupes de souris testes, montrent qu'il est particulierement avantageux d'utiliser une 
composition liposomale de DC chol, car celle-ci permet d'induire des lymphocytes T 
cytotoxiques specifiques en plus de la reponse immunitaire de type humoral obtenue 
grace a Taction adjuvante du DC chol. 

25 
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Revendi cat ions 

1. Compose amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un stdrol lie 
a un groupement polaire, pour son utilisation comme adjuvant dans ['administration 
d'une composition vaccinate. 

2. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que le groupement lipophile 
est un derive de cholesterol. 



3. Compose selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
1 5 groupement polaire est un groupement cationique. 

4. Compose selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
groupement polaire est un ammonium quaternaire ou une amine protonable. 

20 5. Compose selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
groupement lipophile est relie au groupement polaire par une liaison ester, ether, 
amide ou carbamoyle. 

6. Compose selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
25 groupement lipophile est separe du groupement polaire par une chaine alkylique 

ramifiee ou non comprenant de 1 a 20 atomes de Carbone. 

7. Compose selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi les composes suivants : 

30 

- l'iodure de cholesteryl-SP-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 

- la choiesteryl-3P-carboxyamidoethylenamine, 

35 - l'iodure de cholesterylOP-oxysuccinamidoethylenetrimethylammonium, 

- le 3P-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol, 

- le 3P-[N*(polyethylenamine)-carbamoyl]-cholesterol. 



40 



8. Compose selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il s'agit du SP-fN-^N'- 
dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol. 
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5 9. Compose selon une des revendications 1 4 7, caracterise en ce qu'il est associe a un 
lipide neutre. 

10. Compose selon la revendication 9, caracterise en ce que la proportion de lipide 
neutre associe est d'au moins 20 % en mole. 

10 

11. Compose selon une des revendication 9 ou 10, caracterise en ce que le lipide 
neutre associe est la dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la dioleoyl 
phosphatidylcholine (DOPC). 

15 12. Compose selon une des revendications precedentes, caracteris6 en ce qu'il est 
disperse dans un environnement aqueux sous forme de liposomes. 

13. Utilisation d'un compose amphipathique comprenant un groupement lipophile 
derive d'un sterol lie a un groupement polaire pour la fabrication d'une composition 

20 vaccinale. 

14. Utilisation selon la revendication precedent^ caracterisee en ce que le groupement 
lipophile est un derive de cholesterol. 

25 15. Utilisation selon une des revendications 13 ou 14, caracterisee en ce que le 
groupement polaire est un groupement cationique. 

16. Utilisation de sp-fN-CN'.N'-dimethylaminoethane^carbamoylJcholesterol pour la 
fabrication d'une composition vaccinale. 

30 

17. Utilisation comme adjuvant dans 1'administration d'un vaccin d'un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement polaire. 

35 18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit compose 
amphiphatique est le 3P-[N-(N', N-dimethylaminoethaneJ-carbamoyn-cholesterol. 



19. Utilisation selon une des revendications 17 ou 18, caracterisee en ce que ledit 
compose amphiphatique est associe a un lipide neutre. 
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5 20. Composition vaccinale comprenant au moins un antigene, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un compose amphipathique possedant un groupement 
Iipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire. 

21. Composition vaccinale selon la revendication 20, caracterisee en ce que ledit 
10 groupement Iipophile est un derive de cholesterol. 

22. Composition vaccinale selon une des revendications 20 ou 21 caracterisee en ce 
que ledit compose amphiphatique est le 30-[N-(N , ,N , -dimethylaminoethane)- 
carbamoyl]cholesterol. 

15 

23 . Composition vaccinale selon une des revendications 20 a 22, caracterisee en ce que 
ledit compose amphiphatique se presente sous forme de liposomes incluant au 
moins un antigene, 

20 24. Composition vaccinale selon une des revendications 20 a 23, caracterisee en ce que 
ledit compose amphipathique est associe a un Iipide neutre. 

25. Composition vaccinale selon une des revendications 20 a 24, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un antigene du virus de la grippe. 



25 



26 Produit contenant au moins un antigene et un compose amphipathique comprenant 
un groupement Iipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire, comme 
produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps en vaccination. 
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Sourls Ba!b/c Immunises avec du vaccin 



O Nl 

# peptide HP 1° 

y peptide HA 0 
□ peptide V3MN 
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Souris Balb/c immunises avecs DC-CHOL 2,3mg 

T 




O Nl 

peptide NP 
T peptide HA 
□ peptldG V3MN 
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Sourls Balb/c Immunises avec DC-Choi 0,45 mg 



0 Nl 

peptide NP 10 
T peptide HA 0 
□ peptide V3MN 0 
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Souris Balb/c immunises avec des Liposomes- DC CHOL DOPE 



O Nl 

0 peptide NP 
T peptide HA Q 
□ peptide V3MN 
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Souris Balb/c immunises avec des Liposomes DC CHOL- DOPC 
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